





























・ BACH1 BTB and CNC homolog 1
・ BSA Bovine serum albumin
・ CBB Coomassie brilliant blue
・ CPZ Chlorpromazine
・ DMSO Dimethyl sulfoxide
・ ER Endoplasmic reticulum
・ FBS Fetal bovine serum
・ FLP Flippase
・ FRT FLP recogition target
・ HMOX1 Heme oxygenase1
・ HOIL-1 Heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase-1
・ HRG-1 Heme responsive gene-1
・ JNK c-Jun N-terminal kinase
・ LRP1 Low density lipoprotein receptor-related protein 1
・ NF-B Nuclear factor-kappa B
・ NRF2 NF-E2 related factor 2
3
・ PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis
・ PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate
・ rHx Recombinant hemopexin
・ ROS Reactive oxygen species
・ SDS Sodium dodecyl sulfate
・ THP-1 Tohoku University , Department of Pediatrics-1




















































































1. ヘモペキシン発現プラスミド DNA 構築
イムノグロブリン 鎖の分泌シグナル配列は、pDisplay（Thermo Fisher Scientific）
を鋳型にし、Pyrobest® DNA Polymerase（タカラバイオ）を用いた PCRにより増幅し
た、使用した合成プライマーの配列は以下のとおり。
5'-AAGCTTACCATGGAGACAGACACACTCCTG-3 '（下線は HindIII 制限酵素サイト）
5'-GGATCCCTCGAGGTCACCAGTGGAACCTGG-3'（下線は BamHI、二重下線は XhoI
制限酵素サイト）
増幅断片を pCR-Blunt II-TOPO（Thermo Fisher Scientific）にサブクローニングし、
DNAシーケンサー（310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems）により塩基配列を確認
した。 HindIII（New England Biolabs）および BamHI（New England Biolabs）で処理し






























イオサイエンス)、ペニシリン(100 unit/ml、Thermo Fisher Scientific)、ストレプトマイ
シン(100 g/ml、Thermo Fisher Scientific)を含んだ DMEM(Dulbecco’s modified Eagle
Medium、Thermo Fisher Scientific)で培養した。Flp-InTM293細胞を用いて樹立した組換
えヘモペキシンの安定発現株を用いて、組換えヘモペキシンを得る際は、37℃、5%CO2
条件下、ペニシリン(100 unit/ml)、ストレプトマイシン(100 g/ml)を含んだ Free style
293(Thermo Fisher Scientific)で培養した。
THP-1細胞は、37℃、5%CO2条件下、10%FBS、ペニシリン(100 unit/ml)、ストレプ
トマイシン(100 g/ml)を含んだ RPMI1640(Sigma Aldrich、St. Lois、MI、USA)で培養
した。THP-1細胞をマクロファージ細胞に分化誘導する時は、37℃、5%CO2条件下、
10%FBS、ペニシリン(100 unit/ml)、ストレプトマイシン(100 g/ml)、Phorbol 12-myristate





全細胞抽出液は、細胞をバッファー C（20 mM HEPES(pH 7.9)、20％グリセロール、







抗体反応を室温で 30分間行った。 目的タンパク質の検出は Enhanced
ChemiLuminescence (ECL) plus western blotting detection system (GE Healthcare) を用い
た蛍光により行った。蛍光を CCD カメラタイプ画像解析装置(ImageQuant LAS
4000miniシステム、GE Healthcare)で取り込み、NIH Imaging 3.1ソフトウェアにより
定量した。または Amersham HyperfilmTM ECL (GE Healthcare)に感光させることによ




抗 HO-1（希釈率 1：1000、Enzo Life Sciences）
抗 His-tag（希釈率 1：1000、Marine Biological Laboratory）
抗 FLAG-tag（希釈 1： 500、Sigma-Aldrich）





Flp-InTM293細胞ゲノム中の FRT（FLP（Flippase） recognition target）部位でヒトヘ
モペキシン遺伝子を安定的に組み込むために、pcDNA5-Igκ-Hx-5xHisと FLP-リコンビ
ナーゼベクター（pOG44、Thermo Fisher Scientific）をコトランスフェクトした。 ト
ランスフェクションには、Gene Juice試薬（Novagen）を使用し、3.6 μgの pOG44お
よび 0.4 μgの pcDNA5-Igκ-Hx-5xHisのプラスミドを使用した。24時間培養後、ハイ





NY 14831 USA）あたり 2.0 x 106個の細胞で播種し、ペニシリン（100 U/ml）およびス
トレプトマイシン（100 μg/ ml）およびFBSを含まないFreeStyle 293培地（Thermo Fisher
Scientific）で 7日間培養した。その後、300 xgの 5分間遠心分離により上清を回収し
た。回収した上清からヘモペキシンを精製するために、まず上清を 20 mM Trisバッフ
ァー(pH 8.0)で 2.5倍に希釈して塩濃度を下げたのち、陰イオン交換カラムを使用した。
クロマトグラフィー精製は、AKTApurifierシステムを使用して、陰イオン交換カラム
（1 ml HiTrap Q HP、GE Healthcare）および Ni-NTAカラム（1 ml HisTrap、GE Healthcare）
を用いて 4℃条件下で行った。陰イオン交換カラムに吸着したタンパク質は、20~500
mM NaClの濃度勾配（20分;流速、1 ml / min）または 20~300 mM NaClの緩やかな濃
度勾配（25分;流速、1 ml / min）で溶出した。 Ni-NTAカラムに吸着したタンパク質






NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Agilent)を用いて、280 nmの吸光度を測定し、
BSAタンパク質（280 nmの吸光度が 1のとき濃度はおおむね 1 mg/mL）と比較する
ことで算出した。
６．組換えヘモペキシンのヘムとの結合能解析
精製した組換えヘモペキシン 5 M に対し、0、0.2、0.7、2.1、19、58 Mのヘム(Sigma
Aldrich H9039 )を室温で混和した。ヘムの溶媒は、アルカリ溶液【100 mM水酸化ナト
リウム、100 mMリン酸カリウム(pH 7.0)】と DMSOを使用した。それぞれのヘムと
組換えヘモペキシンとの混合液に 5×Native-sample buffer (312.5 mM Tris-HCl,
50%grycerol, 0.05%bromophrnol blue)を加え、10%アクリルアミドゲルを用い
Native-PAGEを行った。ヘム結合型ヘモペキシンの分画の検出は、Native-PAGEで分

















ゲルろ過カラム（GE Healthcare）を用いて 4℃条件下で行った。300 μgの精製した組
換えヘモペキシンを 100 μMヘムで室温、30分間混和した後、Superdex 200（16/60）











ンは 414 nmに吸光（ソーレー帯）を持つことが報告されている 23)。組換えヘモペキ
シンとヘムを混合したのち、414 nmの吸光を NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
を用いて測定することでヘム結合性を検討した。
１０．定量 PCR（qPCR）
THP-1細胞を 10 nMの PMAで処理し、RPMI1640培地で 24時間培することで、マ
クロファージへ分化誘導した細胞を、無血清 RPMI1640培地にそれぞれ 1 μM遊離ヘ
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ム、1 μM組換えヘモペキシン結合型ヘムまたは1 μMの組換えヘモペキシンを添加し、
6時間培養した。全 RNA は、RNeasy Plus Miniキット（Qiagen）を使用し精製した。
ランダムプライマー（Thermo Fisher Scientific）を使用し、添付のプロトコルに従い、
Omniscript RTキット（Qiagen）を使用して、合計 0.2 μgの全 RNAを cDNAに逆転写
した。この cDNAを鋳型にし、LightCycler Fast Start DNAMaster SYBR Green I(Roche)
を用いて SYBRグリーン法で定量 PCRを行った。PCR反応産物は定量 PCR機の















され蛍光を発するプローブである 24)。6cmディッシュ上で、THP-1細胞を 10 nMの
PMAで処理し、RPMI1640培地で 24時間培養することでマクロファージへ分化誘導
した。この細胞の培養液に、5 μg/ml CPZと PBSをそれぞれ添加し 30分間培養した。
その後、培地を 10 μg/mlの DQ-BSAを含む PBSに置換し、Leica AF6500（Leica
Microsystems）を使用して、ディッシュの同一視野を 5分おきに撮影した。各画像の
蛍光強度の平均値（固定の視野における全ての蛍光を、その視野面積で除したもの）




















ムまたは 5 µMの組換えヘモペキシン結合型ヘムを含む無血清DMEM培地で 0-6時間
培養した。BACH1および HO-1タンパク質は、抗 BACH1抗血清および抗 HO-1抗体
22
を用いたウエスタンブロットを使用して検出した。
１４．Hrg-1 の RNA 干渉とヘム取り込みにおける Hrg-1 の関与
Hepa-1c1c7細胞を用いてHrg-1遺伝子をノックダウンした。Hrg-1を標的とす siRNA
（Thermo Fisher Scientific Stealth RNAiTM siRNA）は、リポフェクタミン（Thermo Fisher
Scientific）を使用し、添付のプロトコールに従い siRNAを導入した。対照として、Stealth













出を行い、定量 PCRで Hmox-1遺伝子の mRNA発現量を検討した。
また、組換えヘモペキシンの安定発現株 1x107個を無血清 DEME培地で 7日間培養
した後、培養上清 5 mlにヘムを 25 M加え、室温にて 5分静置後、限外ろ過カラム
Amicon Ultra10k (Millipore)を用いた 4000xg、25分間の遠心操作により遊離ヘムを除い
た。この培養上清を Hrg-1遺伝子をノックダウンした Hepa-1c1c7細胞の培養液として







































































した Flp-InTM293細胞 1x106個の培養上清から、rHxを陰イオン交換カラムと Niアフ
ィニティカラムの二段階で精製した（図 3A）。旧方式では、10 mlの培養上清あた
り、約 50 gの rHxが得られた。収量の向上のため、スケールアップし rHx安定発現
株の細胞 1x107個の培養上清から、イオン交換カラムと Niアフィニティカラムの二段








イオン交換カラムを用いて、20 - 500 mM NaCl濃度勾配により 5mlずつ溶出し分画し
た。各分画の溶出液に対し、SDS-PAGEを行い CBB染色により、rHxがどの分画に溶
出されているか検討した。その結果、分画 2に約60 kDaに濃いバンドが見られ（図 4A）、
この分画 2に rHxが含まれていると考えられた。rHxを含む分画 2に対し、Niアフィ
ニティカラムを用いて、20~500 mM イミダゾール濃度勾配により 5mlずつ溶出し分
画した。各分画の溶出液に対し、SDS-PAGEを行い CBB染色を行った結果、分画 3- 9








ある。図 4A の結果から、rHx と他タンパク質のバンドの比（S/N 比）を計算してみ
ると、分画 1が 0.25、分画 2が 0.45であり、他の分画では 0.16~0.22となっており、
分画 1と 2が特徴的に S/N比が高いことが分かった（図 4A）。このことから比較的
低い NaCl濃度の分画で rHxが溶出されていることが示唆された。そこで、NaClの濃
度勾配を緩くすることで、精製純度を高める可能性を考えた。rHx 安定発現株細胞
1x107個の培養上清を陰イオン交換カラムを用いて、20 - 300 mM NaCl濃度勾配によ
り 1 mlずつ溶出し分画した。各分画の溶出液に対し、抗 Hisタグ抗体を用いウエスタ
ンブロッティングを行い、rHX の検出を行った。その結果、分画 7 - 16 に約 60 kDa
に濃いバンドが見られ（図 4C）、この分画 7-16に rHxが含まれていることがわかっ
た。さらに、クロマトグラムでは分画 7 -16にピークが確認できた（図 4C上図）。
ウエスタンブロッティングの結果と考えあわせ、クロマトグラムのピーク分画 7 -16
のうち、ピーク中心前後の分画 11 -14を精製 rHxとして回収した。純度の確認のため、
分画 11 - 14を濃縮したものについて SDS-PAGEを行いゲルを CBB染色した結果、単













精製した rHxとヘムの混和物に対し Native-PAGEを行い、その後泳動したゲルを ECL
plus反応液に浸した。ヘムにより、ルミノールと過酸化水素との反応が触媒されるた
め、60 kDa付近に蛍光が検出されれば、ヘムが結合した rHxを検出することができる


















6A）。さらに、精製した rHx にヘムを新たに添加し、過剰のヘムを除いた rHxの測
定結果は、精製した rHxと比較して、414 nmの吸光度が高くなった（図 6A）。これ


























が rHxと結合することで、12.5 ml溶出分画が、0.5 ml溶出分画へ変化したと考えられ
た。今回使用したゲルろ過カラムの分離能を示す検量線（GE Healthcare Data file













































に Endo Hfを反応させ、分子量の変化を SDS-PAGEで検討することで、高マンノース










告されているが 25-26)、その分子質量は約 0.6 kDa のため、SDS-PAGEでは、質量の変
化を捉えることができないと考えられた。
組換えヘモペキシンの糖鎖修飾はヘムとの結合に必要である








PNGase Fにより糖鎖を切断した rHxと、糖鎖が付加された rHxを調製し、ヘムと室
温で 30分間反応させた。rHxと結合しなかった過剰量のヘムは、ゲルろ過カラムで
除いた。調整したサンプルを用い、分光光度計により吸光スペクトルを測定し、ヘム
結合性を検討した。その結果、PNGase F を反応させていない糖鎖が付加された rHx
では、414 nm付近に吸光（吸光度 0.044）が見られるが（図 7F赤線）、PNGase Fを
反応させ糖鎖が切断された rHx では、414 nm付近の吸光度は低下した（吸光度 0.035）
（図 7F緑線）。この結果は、PNGase Fで rHxの糖鎖を切断すると、ヘムが結合でき
なくなったことを示唆している。280 nm付近で検出される吸収は、タンパク質のチ
ロシン、トリプトファン等の芳香族アミノ酸由来であり、rHxタンパク質のタンパク

















































め新たに BACH1 が合成されたために、BACH1 のタンパク質量の減少を捉えること
ができなかったと考えられた。そこで、タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミ
ド存在下で、rHx 結合型ヘムを Hepa-1c1c7細胞に添加し、HO-1 及び BACH1 のタン
パク質量を検討した。先ず、BACH1への効果を明確にするため、BACH1を過剰発現
し た Hepa-1c1c7 細 胞 で 試 験 し た 。 過 剰 発 現 の BACH1 に は 、 FLAG 融 合
41
BACH1(FLAG-BACH1)を利用し、その検出には市販の抗 FLAG 抗体を用いた。リポ
フェクション法により Hepa-1c1c7細胞に FLAG-BACH1プラスミドを導入し 24時間









































に分化誘導した THP-1細胞に、0.6 - 5.0 g/mlの濃度のクロルプロマジンを添加し 30
分間培養した。その後、rHx結合型ヘムを添加し、6時間後に HMOX1 mRNAの発現
を定量 PCR で検討し、rHx 結合型ヘムの取り込みを検証した。その結果、1.3 g/ml
の濃度のクロルプロマジンで処理した細胞では、rHx 結合型ヘムによる HMOX1
mRNA の発現が誘導された。一方で、2.5 g/ml の濃度のクロルプロマジンで処理し
















































こにヘムを添加したときの Hmox1 mRNAの発現量を定量 PCRにて調べた（図 11B）。
ヘムを添加していない細胞では、Hmox1 mRNAの発現誘導は見られず Hrg-1のノック
ダウンによる影響もなかった（図 11Cコントロール）。そして、安定発現株の培養
上清にヘムを添加した細胞では、rHx の有無いずれにおいても Hmox1 mRNAの発現
誘導が見られたが、Hrg-1ノックダウンによる Hmox1 mRNAの有意な発現誘導が見ら
















利用した。今回得られた rHxを PNGase Fで処理すると、分子質量が約 13 kDa減少し
た（図 7D）。N 結合型糖鎖の分子質量は概して約 2.5 kDa であるため、減少した分
子質量は、N結合型糖鎖 5個分に相当し、先行研究で示された天然のヘモペキシンの




















本研究では、rHx結合型ヘムが HMOX1 mRNAおよび HO-1 タンパク質の発現を誘
導することを示した（図 8,9,10）。HO-1は、ROS生成の減少やラジカルのスカベン
ジング（排除）の促進など、抗酸化作用を介して酸化ストレスから細胞を保護する重





























































調整する v-ATPase と結合することが知られており 54)、また、後期エンドソームの形
成には、輸送小胞の内腔及び局所膜の pHの調整が重要であることが示されている 55)。















本研究では、rHx 結合型ヘムが BACH1タンパク質の分解を介して HO-1 の発現を
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20 - 500 mMの NaCl濃度勾配により溶出した。5mlずつ 5分画し、各画分の一部を
SDS-PAGEによりタンパク質を分離し、ゲルを CBBで染色した(A)。分画 2を回収し
Niアフィニティカラム精製に使用した。分画 2を Niアフィニティカラムにロードし




















(B) 組換えヘモペキシンと 0 - 58 Mのヘムを混和したもの、0 - 58 Mのヘム単独そ


















(C) 組換えヘモペキシンを 0 - 3 kユニットの EndoHfに反応させたもの、EndoHf単独
それぞれを SDS PAGEによりタンパク質を分離し、ゲルを CBBにより染色した。










図 8. ヘモペキシン結合型ヘムによる HO-1の発現誘導




HO-1の発現をウエスタンブロッティングにより確認した。(B)では 0 - 8 Mの
rHx-Hemeを 6時間作用し、(C)では 5 Mの rHx-Hemeを 0 - 9時間作用した。
図 9. ヘモペキシン結合型ヘムによる BACH1の分解誘導
(A) Hepa-1c1c7細胞に 10 Mヘム単独、5 Mヘモペキシン結合型ヘム（rHx-Heme）
77
を 6作用させたときの BACH1 タンパク質の細胞内の量、HO-1 の発現量をウエスタ
ンブロッティングにより確認した。矢印は BACH1の位置を示している。
(B) リポフェクション法により FLAGタグの付加された BACH1発現プラスミドを一
過的に導入した Hepa-1c1c7細胞に、20 g/mlのシクロヘキシミド存在下及び非存在下
で、5 Mヘモペキシン結合型ヘム（rHx-Heme）を 0 - 6時間作用させたときの BACH1
タンパク質の細胞内の量をウエスタンブロッティングにより確認した。矢印は
BACH1の位置を示している。
(C) Hepa-1c1c7 細胞に、20 g/ml のシクロヘキシミド存在下で、5 M ヘモペキシン










(B) PMAでマクロファージ細胞に分化誘導した THP-1細胞に、5 g/ml のクロルプロ




(C) PMAでマクロファージ細胞に分化誘導した THP-1細胞に、0.6 - 5 g/ml のクロル
プロマジン存在下で 1 Mヘモペキシン結合型ヘム（rHx-Heme）を 6時間作用させた
ときの HMOX1 mRNAの発現量を定量 PCRにより確認した。
(D) PMAでマクロファージ細胞に分化誘導した THP-1細胞に、5 g/ml のクロルプロ
マジン存在下、非存在下で 1 Mヘム単独、1 Mヘモペキシン結合型ヘムを 6時間作
用させたときの HMOX1 mRNAの発現量を定量 PCRにより確認した。試験は 4回繰
り返し、T検定により P値を算出した。
図 11. ヘモペキシン結合型ヘム細胞内取り込みにおける Hrg-1の関与






(C) リポフェクション法により Hrg-1遺伝子の si-RNA（#1）、ランダム si-RNA（コ
ントール）それぞれを導入し、48時間培養した Hepa-1c1c7細胞に、通常の培養液に
10 Mヘムを加えたもの、rHx-の安定発現株の培養上清に 10 Mヘムを加えたもの、
rHx+の安定発現株の培養上清に 10 Mヘムを加えたもの、それぞれで 6時間培養し
たときの Hmox1 mRNAの発現量を定量 PCRにより確認した。試験は 3回繰り返し、
T検定により P値を算出した。
(D) リポフェクション法により Hrg-1遺伝子の si-RNA（#1）、ランダム si-RNA（コ
ントール）それぞれを導入し、24時間培養した Hepa-1c1c7細胞に、rHx+の安定発現
株の培養上清に10 Mヘムを加えたものを限外ろ過したもので6時間培養したときの

















































































































































1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9


























































































































































PNGaseF(-)   ヘム(+)
PNGaseF(+)  ヘム(-)
図 7































































































3 6 9 （時間）
rHx-Heme処理時間
























































































5 10 15 20 （分）
Heme rHx-heme
P=0.45
P=0.024
PBS
100 μm
図 10
1
DQ-BSA
初期エンドソーム
リソソーム
クラスリン
DQ-BSA
初期エンドソーム
リソソーム
クラスリン CPZ
D
H
m
ox
1m
R
N
A発
現
量
蛍
光
強
度
の
平
均
値
処理時間 （分）
CPZ(-)
CPZ(+)
CPZ有りCPZ無し
H
m
ox
1m
R
N
A発
現
量
H
R
G
-1
m
R
N
A発
現
量
A
B
コントロール siRNA
Hrg-1 siRNA
コントロール siRNA
Hrg-1 siRNA
C
P=0.47
P=0.98
P=0.16
P=0.040
図 11
H
m
ox
1m
R
N
A発
現
量
D
rHx(-)
遊離ヘム
除去
rHx
Exon1 Exon2 Exon3
#1 #2 #3
HRG-1ノックダウン
肝細胞を培養
培養上清
回収
rHx(+)
培養上清1
培養上清1 培養上清2コントロール
ヘムの
添加 培養上清2
培養上清2
限外ろ過残渣
培養上清2
限外ろ過残渣
A
図 12
細胞質
LRP1
rHx
Bach
MARE
核
BachMaf
HO-1
鉄
ビリベルジン
一酸化炭素
分解
Heme
HRG-1
エンドソーム
